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(54) Title: CHROMATOGRAPHIC PROCESS FOR OBTAINING VERY PURE CYCLOSPORIN A AND RELATED CYCLOSPORINS 

(54) Bezeichnung: CHROMATOGRAPHISCHES VERFAHREN ZUR GEWINNUNG VON HOCHGEREINIGTEM CYCLOSPORIN A 
UND VERWANDTEN CYCLOSPORINEN 

(57) Abstract 



The present invention relates to a novel chromatographic process which can be used on an industrial scale for purifying raw extracts 
containing cyclosporins. In the process, the conventional chromatographic methods of separation are replaced entirely or in part by 
the simulated moving bed method (SMB). The cyclosporin A obtained meets the quality requirements of USP XXIII and of European 
Pharmacopoiea, 2nd Edition, 1995. 

(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft eln neues chromatographtsches Verfahren, das im Industrie lien MaBstab zur Aufreinigung von 
Cyclosporine enthaltenden Rohextraktcn geeignct ist Dabei werden die konventionellen prflparativen chromatographischen Trenronethoden 
ganz odcr zumindest teirweise durch die simulated moving bed Methode (SMB) ersetzt Das erhaltene Cyclosporin A entspricht sowohl 
den Qualitatsanforderungen der USP XXIII als auch der European Pharmacopoeia, 2. Edition 1995. 
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Chromatographisches Verfahren zur Gewinnung von hochgereinigtem Cyclosporin A 
und verwandten Cyclosporinen 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein neues Verfahren zur chromatographischen 
Aufreinigung von Cyclosporin A (Cy A) und verwandten Cyclosporinen, das fur die 
Anwendung in der pharmazeutischen Industrie geeignet ist. 
Dabei werden die Wirkstoffe zu okonomisch gunstigen Bedingungen in einer 
pharmazeutisch akzeptablen Reinheit erhalten, d.h. im Falle von Cyclosporin A werden 
beispielsweise die Reinheitsanforderungen der PHARMEUROPA (PHARMEUROPA 
Vol.4, No. 4, Seite 270, December 1992) erfullt. 

Mit der erfolgreichen Isolierung von Cyciosporin A aus Trichoderma polysporum (Link 
ex Pers.) Rifai durch A. Ruegger und Mitarbeiter [Helv. Chim. Acta 59, 1 12, (1976)] 
wurde erstmalig eine neue, stark immunsuppressive Substanzkiasse zuganglich. Durch 
intensive Untersuchungen wurden in der Zwischenzeit mehr als 25 verwandte 
Cyclosporine mit immunsuppressiver und antifungischer Aktivitat bekannt [R. Traber et 
al. Helv. Chim. Acta 70, 13 (1987)]. 

Heutzutage ist die herausragende Bedeutung des Cyclosporin A als Mittel der Wahl bei 
der Unterdruckung der Immunabwehr nach Organtransplantationen unbestritten. 
Infolgedessen hat es in der Vergangenheit nicht an Anstrengungen gefehlt, urn durch ' 
Verbesserung des Hersteilungsverfahrens die standig steigenden Anforderungen 
bezuglich Menge und QualitSt fur diesen lebensrettenden Arzneistoff 
zu erfuilen. 

Die bisher bekannten technischen Ldsungen zur Aufreinigung von Cyclosporin A- 
haltigen Rohextrakten beinhalten meist mehrere Chromatographiestufen unter 
Verwendung von organischen Losungsmitteln als Elutionsmittel. 
So wird in der oben erwShnten Arbeit von A. Ruegger zunachst an Kieselgel 60 Merck 
(0,063-0,2 mm) mit Chloroform bei steigenden Mengen Methanol chromatographiert 
Anschlieftend wird das gewonnene Produkt an Sephadex LH 20 in Methanol einer 
Gelchromatographie unterworfen und danach schlieftlich an Aluminiumoxid 
(Brockrnann, Akt. I) in Toluen mit steigenden Anteilen Ethylacetat chromatographiert. 

Einer ahnlichen Verfahrensweise bedienen sich auch spatere Arbeiten (Tabelle 1). 
Heiufig finden die Adsorbentien Sephadex LH 20, Kieselgel 60 Merck (0,063-0,2 mm) 
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und Aluminiumoxicl neutral Verwendung. 

Als FlielSmittel werden meist Gemische organischer L6sungsmittel eingesetzt. 

5 Aufgrund ihrer hohen Toxizitat sind dabei Chloroform und Methylenchlorid, sowohl 
bezuglfch verbleibender Losungsmrttelreste im Wirkstoff ais auch wegen der daraus 
resultierenden sicherheitstechnischen Probleme bei der Verarbeitung groGerer Mengen 
dieser Stoffe (Destination, Entsorgung), ungeeignet. 

10 Ferner ist bei der Anwendung von Gradienten Oder komplizierter, beispielsweise 
ternarer, isokratischer Mischungen eine neue Einstellung der Fliefcmittel nach der 
Destination der Eluate umstandlich und teuer. 

Ahnlich ist auch eine von BIOGAL in dem kanadischen Patent CA 2 096 892 
15 beschriebene Methode zu bewerten, bei welcher der Rohextrakt vor der 
Chromatographie einer Temperaturbehandlung unterworfen wird. 
Das Rohprodukt wird hier ca,1 Stunde auf ca. 110°C erhitzt und anschliefcend definiert 
uber 5 Stunden auf Raumtemperatur abgekuhlt. Unter Einsatz eines hohen Anteils 
chlorierter Kohlenwasserstoffe werden in zwei nacheinander eingesetzten 
20 Fiielimitteisystemen in einer einstufigen Chromatographie an Kieselgel 60 ca. 1 5% der 
aufgegebenen Menge Cyclosporin A in einer Reinheit von ca. 97 t 6% isoliert. Dieses 
Ergebnis kann jedoch im Hinblick auf eine industrielle Nutzung bezuglich Ausbeute und 
Reinheit des gewonnenen Wirkstoffes nicht befriedigen. Aufterdem soliten diese 
komplizierten Naturstoffe wegen ihrer thermischer Instability und einer moglichen 
25 Isomerisierung erfahrungsgemaft keinem Temperaturstreft ausgesetzt werden. 

Nach bisherigem Kenntnisstand kommen nur die Anmeidungen von FUJISAWA 
(WO 9 21 3094) und BIOGAL (CA 2 096 892) mit einer einstufigen chromato- 
graphischen Reinigung aus. Dazu ist allerdings eine aufwendige FlieBmittel- 
30 kombination bzw. ein Gradient erforderlich, was eine Flie&mittelregenerierung 
erschwert. 

Zur genaueren Beurteilung dieser Verfahren fehlen aber meistens Angaben uber 
Ausbeuten und erzielte Produktreinheiten. 
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Eine kurze Beschreibung der SMB-Technik an sich findet sich z. B. bei R. M. Nicoud, 
LC-GC INTL Vol. 5, No. 5, 43-47. und K. K. Unger (Hrsg.), Handbuch der HPLC, Teil 2, 
GITVerlag, Darmstadt, 1994. (siehe auch Abb. 1) 

5 

Ausgehend von dem hier geschilderten technischen Stand ergibt sich fur eine 
erfinderische LCsung der chromatographischen Cyclosporin A-Reinigung mit hohen 
Anspruchen an Produktreinheit und Ausbeute folgende Aufgabenstellung: 

10 • Das neue Verfahren soil mehr als 70% der eingesetzten Cyclosporin A-Menge 

mit einer der PHARMEUROPA entsprechenden QualitSt liefern (bezogen auf 
die chromatographischen Reinigunggsstufen). 

• Das Verfahren soli hochsten Anspruchen hinsichtlich Jahresdurchsatz genugen 
is und gleichzeitig den Bedarf an Lfisungsmittein und Materialien fur die 

stationaren Phasen drastisch reduzieren 

• Die technische Losung soil einfach, schneil und robust sein, d.h. Losungsmitte! 
und Adsorbentien mussen uber einen mfiglichst groflen Zeitraum 

20 wiederverwendbar sein. Damit entfallt auch der Einsatz von schwierig 

einstellbaren bzw. regenerierbaren, isokratisch angewandten 
Losungsmittelgemischen und Gradienten. 

• Chlorierte Kohlenwasserstoffe sollen nicht verwendet werden. 

25 

• Das Verfahren soil Moglichkeiten zur Automatisierung, d.h. zur kontinuierlichen 
Betriebsweise bieten und gleichzeitig den Anforderungen einer GMP-gerechten 
Produktion genugen. 

30 Als Ausgangsprodukt fur die chromatographische Reinigung dient beispielsweise ein 
nach bekannten Methoden (z.B. DD 295 872 A5) aus Cyclosporin A-haltigen 
Trockenmycel durch Extraktion (Ethylacetat) und Entfettung (Petroleumbenzin / 
Methanol / Wasser) gewonnener Rohextrakt, der neben einer Reihe zumeist 
unbekannter gelb und rot gefSrbter Substanzen sowie filiger Produkte beispielsweise 

35 folgende Zusammensetzung an Cyclosporinen aufweist : 
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Cyclosporine 


Unnorm. Relation %*> 


C 


14,9 


8 


13,7 


L 


0,2 


A 


65,1 


G 


1,2 


D 


1,2 


Sonstiges 


3,7 



1 >HPCC-analytische Bestimmung nach PHARMEUROPA Vol. 4. No. 4. 270 ff. 

5 

In einem ersten Chromtographieschritt werden die polaren Cyclosporine (C, B, L, U) 
von den unpolaren Cyclosporinen (G, D) geschieden, so dafc zwei Wertfraktionen 
entstehen, die neben Cyclosporin A entweder nur polare oder nur unpolare 
Verunreinigungen enthaiten. Dadurch kann in der zweiten Chromatographiestufe Cy- 
10 closporin A vorteiihaft von den jeweiligen Verunreinigungen gereinigt werden. 

Erfindungemall wird die Hochreinigung von Cyclosporin A mittels chromatographischer • 
Reinigung durch Anwendung der konventionellen HPLC in Kombination mit der 
15 Simulated Moving Bed - Technik (SMB) wie folgt durchgefuhrt: 

1. Chromatographic HPLC Oder SMB-Technik 

2. Chromatographic SMB-Technik 

20 

Siehe Schema 1 bis 4. 

Genauer gesagt betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Reinigung von Cyclosporin A 
25 und verwandten Cyclosporinen aus einem Cyclosporin-haltigen Rohextrakt unter 
Anwendung chromatographischer Verfahren mit Kieselgel als Adsorbens, welches 
sich dadurch auszeichnet, dafc man Cyclosporin A und verwandte Cyclosporine aus 
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einem Cyclosporin-haltigen Rohextrakt unter Anwendung chromatographischer 
Verfahren mit Kieselgel als Adsorbens 

a) in einer ersten Chromatographiestufe mittels pr£parativer HPLC Oder SMB-Technik 
den Rohextrakt durch Fraktionsschnitte im aufgetrennten Konzentrationsprofil in eine 

5 die unpolareren Begieitstoffe enthaltende Wertfraktion 1 und in eine die mehr 
polareren Begieitstoffe Wertfraktion 2 separiert und 

b) die Wertfraktion 1 (Rafffinat) und die Wertfraktion 2 ( Extrakt) einer 
anschliefienden zweiten Chromatographiestufe mittels SMB-Technik unterwirft. 
Dabei kann man sowohl die erste Chromatographiestufe ats auch die zweite 

io Chromatographiestufe im System Normalphase/Ethylacetat Oder Umkehrphase, 
Acetonitril / Wasser durchfuhren. 



Insbesondere durch den Einsatz der SMB-Technik werden folgende Vorteiie erzielt: 

15 

♦ Es laftt sich eine absolut kontinuierliche Arbeitsweise realisieren, d.k.durch den 
neuen Chromatographiemodus entfallen diskrete Substanzinjektionen. Eine solche 
kontinuieriich arbeitende Chromatographie ist vor allem fur die industrielle Anwendung 
vorteilhaft. 

20 ♦ Die SMB Technik ermoglicht das Arbeiten mit konzentrierteren Ldsungen als 
bisher. Dadurch sinkt der Ldsungsmittelaufwand und damit gleichzeitig auch die 
benotigte Zeit fur die Losungsmittelruckgewinnung. 
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• Vergleich SMB- mit HPLC-Technik 



Phasensystem 


Parameter 


Quotient 
(SMB : HPLC) 


Normalphasen- 
system 


Verbrauch Ethylacetat 


0.7 




Verbrauch Si 60-Material 


0.25 




Produktivitat 

(g Aufgabe/Tag/kg Adsorbens) 


2.5 








Umkehrphasen- 
system 


Verbrauch Acetonitril/Wasser 


0,15 




Verbrauch RP-18-Material 


0,15 




Produktivitat 

(g Aufgabe/Tag/kg Adsorbens) 


10 



Wichtigste technische Voraussetzung fur die Realisierung einer SMB-Trennung ist die 
genaue Einstellung der verschiedenen Teilflusse (siehe Beispiele), urn den quasi 
stationaren Zustand der Elutionsfronten in Abhangigkeit von den Schaltzeiten zu 
gewahrleisten. 

Weiterhin ist fur die optimale Einstellung der SMB-Trennung eine genaue Kenntnis der 
Adsorptionsisotherme vom Wertprodukt sowie von den Verunreinigungen im 
verwendeten Chromatographiesystern notwendig. Diese mCissen vorher analytisch 
bestimmt werden 

Weiterhin gelang es, durch Einfuhrung einer sogenannten funften Zone die bisher 
ubliche Zwei-Komponenten-Trennung der klassischen Vier-Zonen-SMB zu verlassen. 
Durch das in dieser zusatzlichen Zone instaliierte Spulsystem wird jetzt im gleichen 
Lauf auch die Eliminierung von Verunreinigungen moglich, die bezuglich Cyclosporin A 
extreme k'-Werte aufweisen. Damit ist eine weitere Qualitatsverbesserung beim 
Wertprodukt mfiglich. 

Oblicherweise konnen mit der Standard-SMB-Technik Gemische mit k'-Werten 
zwischen 0,6 und 2;0 meist gut getrennt werden (k 1 = 1 steht fur das Wertprodukt). 
Jedoch werden Komponenten, die auGerhalb dieses Bereiches liegen, normalerweise 
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im Extrakt nur unvollstSndig ausgespult, so daft es zur Anreicherung im Raffmat 
gegenuber der Aufgabe (Feed) kommt (Abb. 1). 

Nach der neuen erfindungsgemaften Verfahrensweise werden die Saulen beim 
Umschalten zwischen der vierten und der ersten Zone durch Spulen mit einem 
5 Losemittel starker Elutionskraft (z. B. Methanol) in einen definierten Zustand gebracht. 
Die betreffenden Saulen der Apparatus die sich in dieser funften Zone befinden, sind 
dann fur die Dauer eines Taktes komplett aus dem geschlossenen Ringverband der 
tibrigen vier Zonen herausgeschaltet (Abb. 1 ), 

10 Diese funfte Zone wird dabei in zwei Teilschritte unterteilt: 

1. Wahrend der Dauer des ersten Teilschrittes werden die Saulen der funften 
Zone mit einem geeigneten Losemittel hoher Elutionskraft gespulL damit die 
stationare Phase von noch anhaftenden Verunreinigungen gereinigt wird. 

15 

Als Spuimittel kommt bevorzugt Methanol zum Einsatz. Im Falie der Spulung 
des RP- Materials kann auch reines Acetonitril eingesetzt werden, wodurch 
sich das Problem der Lbsemittelruckgewinnung durch den Wegfall eines zu- 
satzlichen Losemittels vereinfacht. 

20 

2. Im zweiten Teilschritt wird vom Spuimittel auf das fur die jeweilige Trennung 
erforderliche Elutionsmittel umgespult. 

Sind die Saulen so auf die Zonen verteilt, daft sich mehrere Saulen in der funften Zone 
25 befinden, so kann der Spulvorgang intensiviert werden, wenn diese Saulen wahrend 
des Spulens in Parallelschaltung gebracht werden. 

Eine weitere Verfahrensoptimierung wurde bei der Hochreinigung der sogenannten 
' Wertfaktion 2 der ersten Chromatographiestufe erreicht. Diese Fraktion enthSIt neben 

30 Cyclosporin A vor allem die polareren Verunreinigungen, wie Cyclosporin U und L. Hier 
konnte uberraschenderweise nach Vertauschen der Entnahmestelle fur Extrakt und 
Raffinat an der SMB-Anlage festgestelit werden, daR danach diese Wertfraktion 2 
sehr gut getrennt werden kann. Hierbei werden die polaren Verunreinigungen vor dem 
Wertprodukt Cyclosporin A eluiert, d. h. sie weisen kurzere Retentionszeiten auf. Das 

35 bedeutet, dad bei Anwendung dieses speziellen SMB-Regimes in der zweiten 
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Chromatographiestufe, in dieser Stufe dann ausschliefclich mit dem RP-18-System 
gearbeitet werden kann, wodurch sich die LGsungsmittelruckgewinnung stark 
vereinfacht (Schema 1 ). 

In den folgenden drei Beispielen, die die Eignung der SMB-Technik fur die zweite 
5 Chromatographiestufe belegen, entsprechen die verwendeten Ausgangssubstanzen in 
ihrem Verunreinigungsprofil typischen Wertfraktionen, wie sie nach der ersten 
Chromatographiestufe, ausgefuhrt mit konventioneller praparativer HPLC. vorliegen 

In Beispiel 1 wird die Hochreinigung eines Zwischenproduktes der ersten 
10 Chromatographiestufe mittels SMB-Technik im Normalphasensystem Si 60 / 
Ethylacetat demonstriert. Das eingesetzte Produkt enthalt neben Cyclosporin A 
vorwiegend polarere Verunreinigungen. 

Im Ergebnis ist die deutiiche Abreicherung der polaren Cyclosporine (insbesondere U 
und L sowie B und C) zu verzeichnen, wodurch die prinzipielle Eignung des 
is Trennsystems in Verbindung mit der SMB-Technik verdeutlicht wird. 

Das Beispiel 2 beschreibt die Hochreinigung eines Zwischenproduktes, welches als 
Wertfraktion 1 vorwiegend unpolare Verunreinigungen enthalt, mittels 
SMB-Technik im System Umkehrphase RP-18/Acetonitrii.Wasser (60:40, v/v). 
20 Nach der SMB Trennung ist eine deutiiche Abreicherung der unpolaren Cyclosporine 
(insbesondere G und D) zu beobachten. 

Im Beispiel 3 ist die Hochreinigung eines Zwischenproduktes, welches die Wertfraktion 
1 mit vorwiegend unpolaren Verunreinigungen enthalt, mittels SMB - Technik im 

25 System Normalphase / Ethylazetat beschrieben. 

Im Vergleich zu Beispiel 1 erreicht man durch Vertauschen der Entnahmestellen fur 
Extrakt / Raffinat einen hohere Abreicherung der unpolaren Verunreinigungen sowie 
eine Losungsmitteleinsparung. 
- Diese Feintrennung ist insofern uberraschend, da es bis vor Jahren noch, sogar mittels 

30 analytischer HPLC, nicht mSglich war, diese chromatographisch auBerordentlich 
Shnlichen Begleitsubstanzen von Cyclosporin A zu separieren. 
Das erhaltene Cyclosporin A entspricht nach Umkristallisation sowohl den 
QualitStsanforderungen der USP XXIII als auch der EUROPEAN PHARMACOPOEIA. 
2. Edition 1995. 
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Abb. 1 : Prinzipschema einer 5 Zonen SMB 



1. Spulmittel 

2. Eluent 
(Aquilibrierung) 



Waste 




MOVING BED 

(FestsUom) 



RECYCLING 



Zone 4 



(Flussigstrom) 



RAFFINAT 



Zone 3 



vl/i 



Zone 2 



FEED (A-jfgabe) 



EXTRA KT 

> 



Zone 1 



ELUENT 



Beschreibung von Abb. 1 

Das Fliefimittel wird zwischen Zone 1 und 4 im Kreis gefuhrt. Die Probenaufgabe 
10 erfolgt zwischen den Zonen 2 und 3. Frischer Eluent wird zwischen den Zonen 4 und 1 
aufgegeben. Raffinat (Cyclosporin A) wird zwischen Zone 3 und 4 und Extrakt 
(Cyclosporin A + Verunreinigungen) zwischen Zone 1 und 2 abgenommen. Jede Saule 
ist im Verbund mit vier Ventilen fur Feed (Substanzaufgabe), Eluent, Extrakt 
(Wertprodukt + Verunreinigungen), und Raffinat (Wertprodukt) versehen. Die 
15 "Bewegung" des Tragermaterials wird durch Verschieben der Sammel- und Aufgabe- 
punkte gegen die Elutronsrichtung simuiiert. Dadurch laftt sich eine kontinuierliche 



WO 97/34918 u PCT/DE97/00525 

Substanzverteilung zwischen den Phasen im SSulensystem erreichen und die 
Eluatkonzentrationen an den Abnahmepunkten erscheinen konstant. 

Weiterhin konnte im experimentellen Test uberraschend gefunden werden, daft die 
Abtrennung der Nebencyciosporine U und L einerseits sowie G und D andererseits 
durch die SMB-Technik vollstSndiger erfolgt als mit konventioneller Chromato- 
graphie und zugleich hdhere Ausbeuten in den Stufen erreichbar sind. Als Folge 
daraus werden fur vergleichbare Produktivitaten kleinere Anlagen moglich, die 
somit auch weniger Bedarf sowohl an Saulenfullmaterial als auch an Elutionsmittei 
haben. 

Naturlich ist prinzipel! eine Anwendung der SMB-Technik auch in der ersten 
Chromatographiestufe mogiich (Schema 3). Dabei kann prinzipiell beim Vorliegen 
geeigneter Rohextrakte (geringe Beladung mit Ballaststoffen, vor allem lipophiler 
Natur) auch in der ersten Stufe die SMB-Trennung im System Umkehrphase/Ace- 
tonitril, Wasser ausgefuhrt werden (Schema 4). Da, wie weiterhin gefunden wurde, 
auch polarere Verunreinigungen im System Umkehrphase/Acetonitril.Wasser nach 
Vertauschen der RaffinaWExtrakt-Positionen von Cyclosporin A abgetrennt werden 
konnen, ist es dann auch mogiich, die Cyclosporin A-Reinigung einzig unter 
Verwendung des Systems Umkehrphase/Acetonitril, Wasser zweistufig mittels SMB- 
Technik durchzufuhren oder auch unpolarere Verunreinigungen im System 
Normalphase / Ethylacetat nach Vertauschen der Raffinat-/Extrakt-Positionen von 
Cyclosporin A abgetrennt werden konnen f ist es dann auch mogiich, die Cyclosporin 
A-Reinigung einzig unter Verwendung des Systems Normalphase / Ethylacetat 
zweistufig mittels SMB-Technik durchzufuhren. 
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Schema 1 

Cyclosporin A - Rohextrakt 

! 



1. Chrom. Stufe 


Kieselgel Si 60 


Konv. Prap. HPLC 


Ethylacetat 








Wertfraktion 1 


Wertfraktion 2 




Unpolar 


Polar 




Cy A+Cy G t Cy D usw. 


Cy A+Cy L. Cy U usw. 


1 i 


2. Chrorn. Stufe 


Si 60 Si 60 


SMB 


Ethylacetat Ethylacetat 
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Schema 2 

Cyclosporin A - Rohextrakt 

1 



1. Chrom. Stufe 


Kieselgel Si 60 


Konv. Prap. HPLC 


Ethylacetat 








Wertfraktion 1 


Wertfraktion 2 




Unpoiar 


Polar 




Cy A+Cy G t Cy D usw. 


Cy A+Cy L, Cy U usw. 



I i 



2. Chrom. Stufe 


RP-18 


Si 60 


SMB 


Acetonitril, Wasser 


Ethylacetat 








oder 




nach Vertauschen der 
Extrakt-/Raffinat-Position: 




RP-18/Acetonitrii, Wasser 
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Schema 3 

Cyclosporin A - Rohextrakt 



1. Chrom. Stufe 
SMB 


Si 60 
Elhylacetat 




Raffinat 


Extrakt 




Cy A+unpoIare 
Verunreinig. 


Anreich. d. poiaren Verun- 
reinig. (Beispiel 1) 



i 



2. Chrom. Stufe 
SMB 


RP-18 
Acetonitril. Wasser 




Raffinat 


Extrakt 




CyA 


Anreich. d. unpolaren 
Verunreinig. (Beispiel 2) 
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Schema 4 

Cyclosporin A - Rohextrakt 

I 



1. Chrom. Stufe 
SMB 


RP-18 
Acetonitril, Wasser 




Raffinat 


Extrakt 




Cy A+polare Verunreinig. 


Anreich. d. unpolaren 
Verun- 
reinig. (Beispiel 2) 


1 


2. Chrom. Stufe 
SMB 


RP-18 
Acetonitril, Wasser 




Raffinat 


Extrakt 




Anreich. d. polaren 
Verunreinig. 


CyA 



WO 97/34918 



16 



PCT/DE97/00525 



Beispiel 1 

Abtrennung uberwiegend polarer Cyclosporine (Cyclosporine C. B, L, U) vom Cyclosporin A in der 
zweiten Chromatographie mil Hilfe der SMB-Technik im System Normalphase/Ethylacetat. 



Anlage 


LiChrosep<5> 8 - 50, Pilotanlage 


SSule 


8 Saulen, Ldnge 100mm x 50mm InnenO, axiafe Kompression 


StationaYe Phase 


LiChrospher® Si 60, 15 pm 


Mobile Phase 


Ethylacetat 


Rohsubstanz 


#011194 Cyclosporine 
C 
B 
L 
U 
A 
G 
D 

Summe der Verunreinigungen 


Reinheit [Voj 
2,3 
6,9 
0,7 
1.2 
86,2 
1.0 

0.1 
13.8% 


Substanzaufgabe 


Lfisung in Ethylacetat 5,8 g/l 




Feed 


5,3 ml/min 




Eluent 


100 ml/min 


Recycling 


151 ml/min 


Detektion 


HPLC- Analyse im Extrakt- und Raffinatstrom 


Ergebnisse 




Raffinat 


Cyclosporine 


Reinheit [%] 




C 


0,2 




B 


0.4 




L 


0.0 




U 


0.4 




A 


97,4 




G 


1.1 




D 


0,1 




Summe der Verunreinigungen: 


2,6% 




Ausbeute, Cyclosporin A: 


> 95 % 


Extrakt 


Cyclosporin A 


75,5 % 




Summe der Verunreinigungen: 


24,5 % 


Das Ergebnis des Experiments zeigt die prinzipielle Mflglichkeit der Abtrennung vor allem 


der polaren Verunreinigungen vom Cyclosporin A im System Si 60 J Ethylacetat. 
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Beispiel 2 

Abtrennung uberwiegend unpolarer Cyclosporine (Cyclosporine G, D) vom Cyclosporin 
A mit Hilfe der SMB-Technik im System RP-18/Acetonitril,Waser. 



Anlage 


LiChrosep® 8 - 50, Pilotanlage 


Saule 


B Saulen, Lange 100mm x 50mm Innen0, axiale Kompression 


Station^re Phase 


LiChrospher® RP-18. 15 pm 


Mobile Phase 


Acetonitril / Wasser - 60 / 40 - v / v 


Rohsubstanz 


#251 094 Cyclosporine Reinheit [%] 
L 0,3 
U 0,8 
A 92,5 
G 4,1 
D 1,6 

Summe der Verunreinigungen: 7,5% 


Substanzaufgabe 
Feed 


Losung in Acetonitril 
1 g/l 

12.7 ml/min 


Eluent 


81 ml/min 


Recycling 


151 ml/min 






Detektion 


HPLC-Analyse im Extrakt- und Raffinatstrom 


Eraebnisse 




Raftinat 


Cyclosporine Reinheit [%] 
Unbekannt (a = 3,4) 0,1 
L 0,2 
U 0,5 
A 99,1 
G 0,0 
D 0.0 
Unbekannt (a = 20,1) 0,1 
Summe der Verunreinigungen: 0,9% 

Gehalt. Cyclosporin A (getr. Substanz): 99,4 % 

Stufenausbeute Cyclosporin A: > 95 % 


Die im Experiment erzielte Reinheit des Raffinates betrSgt 99,1 %. Nach derTrocknung 
dieser Substanz, wurde ein Cyclosporin A-Gehalt von 99,4% bestimmt. 
Das Ergebnis zeigt die Moglichkeit der Abtrennung der unpolaren Verunreinigungen vom 
Cyclosporin A im System RP-18/Acetonrtril, Wasser (60:40,v/v). 
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Ahtrennuna uberwiegend unpolarer Cyclosporine (Cyclosporine C, G, D) vom Cyclosporin A in der 
zweiten Chromatographic mit Hilfe der SMB-Technik im System Normalphase/Ethylacetal durch 
Vertauschen der Extrakt-und Raffinat - Entnahmestelle. 



Aniage 


LiChrosep<S> 12-26, Pilotanlage 


saute 


a cKnian i >inn0 1 nnmm y 96mm Innen0 axiale KomDression 


Stationare Phase 


LiChrospher© Si 60, 15 - 25 pm 


Mobile Phase 


Ethylacetat 


Rohsubstanz 


Cyclosporine Keinneu [%\ 

C 0,04 
B 0.122 
i n n7*i 

A 92,462 
G 2.934 
D 4.177 
Summe der Verunreinigungen 7,538% 


Substanzaufgabe 
Feed 


Lbsung in Ethylacetat 28 g/l 
1 ,5 ml/min 


Eluent 


16,4 ml/min 


Detektion 


HPLC-Analyse im Extrakt- und Raffinatstrom 


Ergebnisse 




Extrakt 


Cyclosporine Reinheit [%} 
C 0,02 
B 0,075 
L 0.063 

A 99,364 
unbek. 0,219 
G 0,175 

Summe der Verunreinigungen: 0,636% 




Ausbeute, Cyclosporin A: > 95 % 


Das Ergebnis zeigt, d 
Verunreinigungen sel 


aS durch das o.g. Schaltregime durch die SMB-Technik auch unpolare 
ir gut im System Si 60 / Ethylacetat abgetrennt werden konnen. 
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Patentanspruche: 

LVerfahren zur Reinigung von Cyclosporin A und verwandten Cyclosporinen aus 
5 einem Cyclosporin-haltigen Rohextrakt unter Anwendung chromatographischer 
Verfahren mit Kieselgel als Adsorbens dadurch gekennzeichnet, dafi man 

a) in einer ersten Chromatographiestufe mittels praparativer HPLC Oder ..simulated 
moving bed"-Technik den Rohextrakt durch Fraktionsschnitte im aufgetrennten 

10 Konzentrationsprofil in eine die unpolareren Begleitstoffe enthaltende Wertfraktion 1 
und in eine die mehr polareren Begleitstoffe Wertfraktion 2 separiert und 

b) die Wertfraktion 1 (Rafffinat) und die Wertfraktion 2 ( Extrakt) in einer 
anschlieflenden zweiten Chromatographiestufe einer weiteren Reinigung 

t5 mittels SMB-Technik unterwirft. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daft man 

a) sowoh! die erste Chromatographiestufe als auch die zweite Chromatographiestufe 
im System Normalphase/Ethylacetat oder Umkehrphase, Acetonitril / Wasser 

20 durchfuhrt 

b) die Wertfraktion 1 (Rafffinat) mittels SMB-Technik im System Umkehrphase, 
Acetonitril / Wasser und die Wertfraktion 2 ( Extrakt) einer zweiten 
Chromatographiestufe im System Normalphase/Ethylacetat unterwirft. 

25 

c) die Wertfraktion 2 (Extrakt) mittels SMB-Technik im System Umkehrphase, 
Acetonitril / Wasser und die Wertfraktion 1 (Raffinat) einer zweiten 
Chromatographiestufe im System Normalphase/Ethylacetat unterwirft. 

30 3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daft man mittels Einfuhrung 
einer funften Zone einen Spulschritt zuerst mit einem Alkohol und anschlieftend mit 
dem Flieftmittel durchfuhrt, und daft bei mehreren SSuIen in der funften Zone diese in 
Parallelschaltung durchstrpmt werden. 



WO 97/34918 20 PCT/DE97/00525 

4. Verfahren nach Anspruch 2 dadurch gekennzeichnet, dali man die Trennung in der 
zweiten Chromatographiestufe im System Umkehrphase Acetonitril/Wasser 

mit einem VerhSltnis Acetonitril/Wasser von 40 bis -80 zu 20 bis 60, vorzugsweise 
60:40 (v/v) durchfuhrt 

5. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daG man die Saulen 
und das FliefSmittel in der SMB-Anlage im Temperaturbereich von 40 bis 80 °C 
vorzugsweise aber bei 60 °C halt. 

6. Verfahren nach Anspruch 2 dadurch gekennzeichnet, daB man im System 
Umkehrphase/Acetonitril, Wasser den p H -Wert des Fliefcmittels im Bereich von 2 bis 5 ? 
jedoch vorzugsweise auf 3 einstelit . 
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